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DNA-Sequenz codierend fur eine Hydroxyphenylpyruvatdioxygenase 
und deren Uberproduktion in Pflanzen 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betriff t ein Verfahren zur Herstellung 
von Pflanzen mit erhohtem Vitamin E-Gehalt durch Expression eines 
exogenen oder endogenen HPPD-Gens in Pflanzen oder Pflanzen- 

10 teilen. Die Erf indung betriff t weiterhin die Verwendung der ent- 
sprechenden Nukleinsauren kodierend fur ein HPPD-Gen in trans - 
genen Pflanzen, urn diese resistent gegenuber Hemmstof f en der HPPD 
zu machen, sowie die Verwendung der DNA-Sequenz codierend fur 
eine HPPD zur Herstellung eines Testsys terns zur Identif izierung 

15 von Inhibitoren der HPPD. 

Ein wichtiges Ziel pf lanzenmolekulargenetischer Arbeiten ist die 
Erzeugung von Pflanzen mit erh&htem Gehalt an Zuckern, Enzymen 
und Aminosauren. Wirtschaf tlich interessant ware auch die Ent- 
20 wicklung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an Vitaminen, wie z.B. 
der Erhohung des Vitamin E-Gehaltes. 

Die in der Natur vorkommenden acht Verbindungen mit Vitamin 
E-Aktivitat sind Derivate des 6-Chromanols (Ullmann' s 
25 Encyclopedia of Industrial Chemistry, Vol. A 27 (1996), VCH 

Verlagsgesellsphaf t, Chapter 4., 478-488, Vitamin E) . Die erste 
Gruppe (la — d) stammt von Tocol ab, die zweite Gruppe besteht 
aus Derivaten des Tocotrienols (2a - d) : 




35 



la, a -Tocopherol: R 1 = R 2 = R 3 = CH 3 

lb, p-Tocopherol [148-0.3-8]: R 1 = R 3 = CH 3 , R 2 = H 

40 lc, Y-Tocopherol [54-28-4]: R 1 = H, R 2 = R 3 = CH 3 

Id, 8-Tocopherol [119-13-1]: R 1 = R 2 = h, R 3 = CH 3 
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R 3 



2a, a-Tocotrienol [1721-51-3]: R 1 = R 2 = R 3 = CH 3 

10 2b, P-Tocotrienol [490-23-3]: R 1 = R 3 = CH 3 , R 2 - H 

2c, y-Tocotrienol [14101-61-2]: R 1 = H, R 2 = R 3 = CH 3 

2d, 5-Tocotrienol [25612-59-3]: R 1 = R 2 = H, R 3 = CH 3 

Wirtschaf tlich groBe Bedeutung besitzt a -Tocopherol. 

15 

Der Entwicklung von Kulturpf lanzen mit erhohtem Vitamin E-Gehalt 
durch Gewebekultur oder Samenmutagenese und naturliche Auswahl 
sind Grenzen gesetzt. So muB einerseits der Vitamin E-Gehalt 
bereits in Gewebekultur erfaBbar sein und andererseits kbnnen 

20 nur diejenigen Pf lanzen uber Gewebekultur techniken manipuliert 
werden, deren Regeneration zu ganzen Pf lanzen aus Zellkulturen 
gelingt. AuBerdem konnen Kulturpf lanzen nach Mutagenese und 
Selektion unerwunschte Eigenschaf ten zeigen, die durch teilweise 
mehrmalige Ruckkreuzungen wieder beseitigt werden mussen. Auch 

25 ware die Erhohung des Vitamin E Gehaltes durch Kreuzung auf 
Pf lanzen der selben Art beschrankt. 

Aus diesen Griinden ist das gentechnische Vorgehen, ein fur die 
Vitamin E Syntheseleistung kodierendes, essentielles Biosynthese- 
30 gen zu isolieren und in Kulturpf lanzen. gezielt zu ubertragen, dem 
klassischen Zuchtungsverf ahren uberlegen. Dieses Verfahren setzt 
voraus, daB die Biosynthese und deren Regulation bekannt ist und 
daB Gene, die die Biosyntheseleist\ing beeinf lussen, identif iziert 
werden . 

35 

Die Tocopherol-Biosynthese in Pflanzen und Algen verlauft bekannt 
wie folgt: 



45 
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COOH 




HPPD 



r 



co 2 



10 



4 - Hydroxyphenylpyruvat 
(3) 
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(5) 



5 -Tocotrienol (2d) 



P- or Y" Tocotrienol 
(2b or 2c) 



40 



a -Tocotrienol (2a) 




CH 2 — COOH 



Homogentisinsaure 
(4) 




(6) 



5 - Tocopher o 1 (Id) 



P- or Y- Tocopherol 
(lb or 1c) 



a -Tocopherol (la) 



Vorstufe des aromatischen Rings der Tocopherole ist p-Hydroxy- 
phenylpyruvat (3) , das enzymatisch mit Hilfe des Enzyms Hydroxy - 
45 phenylpyruvatdioxygenase (HPPD) in Homogentisinsaure (4) umge- 
wandelt wird, die mit Phytylpyrophosphat unter Eliminierung von 
CO2 zur Vorstufe (6) reagiert. Der Tocotrienolbiosyntheseweg 
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beginnt mit der Kondensation von Homogentisinsaure (4) mit Gera- 
nylgeranylpyrophosphat zur Vorstufe (5). Die enzymatische Cycli- 
sierung der Vorstufen 5 Oder 6 fuhrt zu 5 - Tocotrienol bzw. zu 
- Tocopherol. Einige dieser Biosyntheseenzyme wurden isoliert. 

5 

Bei der Suche nach Arabidopsis-Mutanten, die Defekte in der Caro 
tinoidbiosyn these aufweisen, wurde eine Mutante mit weiflem Phano 
typ identif iziert, die keine aktive HPPD bilden kann. Wenn die 
als pds2 bezeichnete Mutante in Gegenwart von Homogentisinsaure 

10 angezogen wird, bildet sie wie der Wildtyp Carotinoide und er- 
grunt (Norris et al., Plant Cell (1995) 7: 2139 - 2149). Diese 
Untersuchung zeigt, dafl die Aktivitat der HPPD Voraussetzung filr 
die Ausbildung photosynthetisch aktiver Chloroplasten ist. Ohne 
dieses Enzym werden keine Plastochinone gebildet, die als Akzep- 

15 toren fur freigesetzte Reduktionsaquivalente wahrend der Caroti- 
noidbiosynthese erforderlich sind (Phytoendesaturierung) . Die 
Schlusselrolle der HPPD im plastidaren Stoffwechsel macht sie zu 
einem interessanten Target fur Herbizide. Sulcotrione hemmen die 
Aktivitat des Enzyms effektiv (Schultz et al., FEBS Lett. (1993) 

20 318: 162 - 166) . 

Von den im folgenden genannten Organismen sind bereits Sequenzen 
HPPD spezifischer Gene bekannt: 



25 
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Organismus 


Sequenzname 


Zugangsnummer 
Datenbank 


Mensch 


HPPD_HUMAN 


X72389 


Schwein 


HPPD_PIG 


D13390 


Ratte 


HPPD_RAT 


M18405 


Maus 


HPPD_MOUSE 


D29987 


Streptomyces 
avermitilis 


SA11864 


U11864 


Pseudomonas 
sp. strain 
P.J. 874 


HPPD„PSESP 


P80064 


Arabidopsis 


HPPD_ARAB1 


AF900228 




HPPD__ARAB2 


U89267 



40 Desweiteren sind folgende Sequenzen mit deutlicher Homologie zu 
HPPD- Sequenzen in den Datenbank en zu finden: 

PEA3_MOUSE: Mus muscula (Maus) PEA3 polypeptide, AC X63190; 

45 MELA__SHECO: Shewanella colwelliana, melA Protein, AC M59289, 
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In WO 96/38567 wird die HPPD DNA-Sequenz aus Arabidopsis thaliana 
und Daucus carota beschrieben. 

Sowohl fur die Anwendung im Pf lanzenschutz zur Erzeugung Herbi- 
5 zid-resistenter Pflanzen als auch fur die Erhohung der Vitamin 
E-Synthese in Pflanzen - beispielsweise zur Erzeugung von Putter - 
mit.teln rait erhohtem Vitamin E-Gehalt - ist die Kenntnis der 
HPPD-DNA-Sequenzen unbedingte Voraussetzung. 

10 Aufgabe der vorliegenden Erf indung war die Entwicklung einer 
transgenen Pflanze mit erhohtem Vitamin E-Gehalt. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erf indung war die Entwicklung 
einer gegen Inhibit or en der HPPD resistenten transgenen Pflanze. 

15 

Beide Aufgaben wurden iiberraschenderweise gelds t durch die Uber- 
expression eines HPPD -Gens in den Pflanzen. 

Zusatzliche Aufgabe der vorliegenden Erf indung war die Ent- 
20 wicklung eines Testsystems zur Identif izierung von Inhibitoren 
der HPPD . 

Diese Aufgabe wurde gelost durch die Expression eines HPPD -Gens 
aus Gerste in einer Pflanze bzw. einem Mikroorganismus und 
25 anschlieBende Testung von Chemikalien auf Hemmung der HPPD- 
Enzymaktivitat . _ ■ . ■ 

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die 
Klonierung des vollstandigen HPPD-Gens aus Gerste uber die 
30 Isolierung der fur das HPPD -Gen spezif ischen cDNA (HvSD36) . 

wahrend der Blattseneszenz tritt eine deutliche Erhohung des 
Vitamin E-Gehalts in den Blattern auf (Rise et al., Plant 
Physiol. (1989) 89: 1028 - 1030). Das monokotyle Blatt der Gerste 

35 stellt einen Gradienten von Zellen unterschiedlichen Alters dar, 
da das Blatt ein basal gelegenes Meristem hat, von dem sich 
sukzessive neue Zellen abspalten. Somit liegen die altesten 
Zellen an der Spitze des Blattes und die jiingsten an der Basis. 
Abb. 1 zeigt eine schematische Zeichnung des Primarblattes der 

40 Gerste an verschiedenen Tagen nach Aussaat. Die ermittelte 
Gesamtlange der Blatter ist in der Skala links zu entnehmen. 
Eingezeichnet und mit I - IV benannt sind die fur die Analyse 
der Genexpression ausgewahlten verschieden weit dif f erenzierten 
Blattbereiche des Primarblattes. Die Pflanzen wurden in einem 

45 tSglichen Licht/Dunkel -Wechsel (L/D) angezogen bzw. zur Induktion 
der Seneszenz nach 6 Tagen abgeschnitten und fur 2 Tage dunkel 
(2 nD) inkubiert. Eine "Northern blof'-Analyse mit RNA aus 
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verschieden weit dif f erenzierten Bereichen des Prim&rblattes 
der Gerste (siehe Abb. 2) deuten auf eine entwicklungsabhangig 
gesteuerte Expression der HPPD der Gerste hin. So findet eine 
. starke Akkumulation des ca. 1600 nt langen Transkriptes im meri- 
5 stematischen Bereich an der Basis des Prim&rblattes (I) statt. 
Der Gehalt an diesem Transkript fallt mit zunehmendem Alter des 
Gewebes ab (Ila und lib) und steigt in den voll ausdiff erenzier- 
ten Zellen mit ausgereif ten Chloroplasten (III) wieder an. In 
seneszierenden Bereichen des Primarblattes (IV) ist schlieBlich 
10 der Gehalt am 1600 nt langen Transkript am hdchsten. Zusatzlich 
ist nur in den meristematischen Zellen an der Basis des Primar- 
blattes ein ca. 3100 nt langes Transkript zu detektieren. Auch 
dieses Transkript ist in zunehmender Reifung des Gewebes nicht 
mehr nachweisbar. 

15 

Mit Hilfe des sogenannten "Differential Display" -Verf ahrens wurde 
zunachst ein 207 bp cDNA-Fragment isoliert, dessen entsprechendes 
Transkript bei dunkelinduzierter Seneszenz im Primdrblatt der 
Gerste akkumuliert. Dieses Fragment (Seguenzprotokoll: Sequenz ID 
20 NO:l: Nukleotidposi tion 1342 - 1549) wurde anschlieBend als Sonde 
verwendet, urn in einer cDNA-Bank (in X-ZAP-II) aus seneszierenden 
Fahnenblattern der Gerste einen cDNA-Klon mit groBerem Insert zu 
isolieren. 

25 Schema tische Darstellung des cDNA-Teilklons HvSD 36 aus der 
X- ZAP- 1 1 -Bank: 

T 7 — XhoISaUHindmEcoRI Ncol PstI EcoRI PstI BamHI Xbal — T 3 



30 



I i 



14 bp 759 bp 14 bp 



35 



Das cDNA-Fragment (Sequenzprotokoll : Sequenz ID N0:1: Nukleotid- 
position 771 - 1529) wurde in die EcoRI Schnittstelle von pBlues- 
cript(SK-) kloniert. An beiden Enden der cDNA befindet sich zu- 
satzlich eine 14 bp Adaptor sequenz, die zur Ligation in den A,-ZAP- 
40 II benotigt wurde. Eingezeichnet sind ausgewahlte Restriktions- 
schnittstellen des Vektors sowie der cDNA selbst. 

Das 759 bp lange cDNA-Fragment wurde als Sonde fur einen weiteren 
Versuch verwendet, urn eine vollstandige Sequenz von HvSD 36 
45 zu er langen. Zu diesem Zweck stand eine cDNA Bank aus RNA des 
meristematischen Bereichs 5 Tage alter Gerstenkeimlinge zur Ver- 
fugung. Fur diese cDNA Bank wurde der Lambda Phage ExCell Eco 
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RICIP von Pharmacia (Freiburg) (Produkt Nummer: 27-5011, 45.5kb) 
verwendet . 

Es konnte ein 1565 bp langer cDNA-Klon isoliert werden, siehe 
5 Sequenzprotokoll: Sequenz ID N0:1: und 2. 

Die 434 Aminosauren. lange Proteinsequenz weist unter den in den 
Datenbanken befindlichen Sequenzen mit 58 % die hochste Homologie 
zur Sequenz der HPPD aus Arabidopsis thaliana auf . 

10 

Zur Auffindung eines genomischen Klones, der die vollstandige 
Gensequenz der HPPD beinhaltet, wurde eine Lambda FIXII-Bank 
der Gerste von der Firma Stratagene (Heidelberg, Produkt Nummer 
946104) bezogen. Zur Herstellung der Bank diente DNA aus 

15 etiolierten Blattern der Wintergerste cv. Igri. Die DNA wurde 
partiell mit Sau3AI verdaut. Vor der Klonierung in die Xhol- 
Schnittstelle des Vektors erfolgte eine Auffullung der Frag- 
mentenden und der Phagenarme mit Nukleotiden. Die Durchrausterung 
der Bank mit 200.000 pfu in der ersten Runde ergab nur einen 

20 Klon, der mit der cDNA HvSD36 hybridisierte. Nach Restriktions- 
verdau dieses rekombinanten Phagen mit PstI und SacI konnten 
anschliefiend Fragmente mit Gr66en von 5400, 3800 und 1800bp 
isoliert werden, die bei einer * Southern" -Blot-Hybridisierung 
mit der HvSD36-Sonde detektierbar sind. Diese Subfragmente liegen 

25 kloniert im Bluescript-Vektor vor. Abbildung 3 zeigt den schema - 
tischen Aufbau des HPPD -Gens der Gerste. 

Gegenstand der Erf indung 1 sind insbesondere Expressionskassetten, 
deren Sequenz fur eine HPPD oder deren funktionelles Aquivalent 

30 kodiert, sowie deren Verwendung zur Herstellung einer Pflanze 

mit erhohtem Vitamin E Gehalt. Die Nukleinsauresequenz kann dabei 
z.B. eine DNA- oder eine cDNA-Sequenz sein. Zur Insertion in 
eine erf indungsgemaBe Expressionskassette geeignete kodierende 
Sequenzen sind beispielsweise solche, die fur eine HPPD kodieren 

35 und die dem Wirt die Fahigkeit zur Uberproduktion von Vitamin E 
verleihen. 

Die erf indungsgemaBen Expressionskassetten beinhalten aufierdem 
regulative Nukleins&uresequenzen, welche die Expression der 

40 kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. Gemafi einer bevor- 
zugten Ausfuhrxingsf orm umfaBt eine erf indungsgemaBe Expressions- 
kassette stromauf warts, d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, 
einen Promotor und stromabwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadeny- 
lierungssignal und gegebenenf alls weitere regulatorische Elemen- 

45 te, welche mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz fur 
das HPPD- Gen opera tiv verkmipft sind. Unter einer operativen Ver- 
kniipfung versteht man die sequenzielle Anordnung von Promotor, 
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kodierender Sequenz, Terminator und ggf . weiterer regulativer 
Elemente derart, daB jedes der regulativen Elemente seine Funk- 
tion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaB 
erfullen kann. Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber 
5 nicht darauf beschrankten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur 
Gew&hrleistung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in 
der Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen 
Retikulum {ER) , im Zellkern, in Olkorperchen Oder anderen Kompar- 
timenten und Translationsverstarker wie die 5' -Fuhrungssequenz 
10 aus dem Tabak-Mosaic-Virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 
(1987) 8693 - 8711) . 

Beispielhaf t kann die pf lanzliche Expressionskassette in den 
Tabak-transformationsvektor pBinAR-Hyg eingebaut werden. Abb. 4 
15 zeigt die Tabaktransf ormationsvektoren pBinAR-Hyg mit 35S- Promo* 
tor (A) bzw. pBinAR-Hyg mit samenspezif ischem Promotor Phaseolin 
796 (B) : 

- HPT: Hygromycin-Phosphotransf erase 
20 - OCS: Octopin- Synthase -Terminator 

- PNOS: Nopalin- Synthase -Promotor 

- auBerdem sind solche Restriktionsschnittstellen eingezeichnet, 
die nur einmal den Vektor schneiden. 

25 Als Promotoren der er f indungsgemaBen Expressionskassette ist 
grundsatzlich jeder Promotor geeignet, der die Expression von 
Fremdgenen in Pf lanzen steuern kann. Vorzugsweise verwendet man 
insbesondere einen pf lanzlichen Promotor oder einen Promotor, der 
einem Pf lanzenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der 

30 CaMV 35S-Promotor aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al., 
Cell 21 (1980) 285 - 294) . Dieser Promotor enthftlt bekanntlich . 
unterschiedliche Erkennungssequenzen f ur transkriptionale Effek- 
toren, die in ihrer Gesamtheit zu einer permanenten und konstitu- 
tiven Expression des eingefuhrten Gens fuhren (Benf ey et al. , 

35 EMBO J. 8 (1989) 2195 - 2202). 

Die erf indungsgem&Be Expressionskassette kann auch einen 
chemisch induzierbaren Promotor enthalten, durch den die 
Expression des exogenen HPPD-Gens in der Pflanze zu einem be- 

40 stimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren 
wie z.B. der PRPl-Promotor (Ward et al.. Plant. Mol. Biol. 22 
(1993), 361-366), ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein durch Benzenesuf onamid- induzierbarer 
(EP-A 388186), ein durch Tetrazyklin- induzierbarer (Gatz et al., 

45 (1992) Plant J. 2, 397-404), ein durch Abscisinsaure-induzier- 
barer. (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- 
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induzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen u.a. verwendet 
werden. 

Weiterhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die 
5 Expression in Geweben Oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
die Biosynthese von Vitamin E bzw. dessen Vorstufen stattfindet. 
Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspezif ische 
Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Promotor der 
cytosolischen FBPase aus Kartoffel Oder der ST-LSI Promotor 
10 aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989) 2445 - 245). 

Mit Hilfe eines samenspezif ischen Promotors konnte ein Fremd- 
protein stabil bis zu einem Anteil von 0,67 % des gesamten 
loslichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpf lanzen 

15 exprimiert werden (Fiedler und Conrad, Bio/Technology 10 (1995), 
1090-1094) . Die erf indungsgemaBe Expressionskassette kann daher 
beispielsweise einen samenspezif ischen Promotor (bevorzugt den 
Phaseolin-Promotor (US 5504200), den USP- (Baumlein, H. et al. 
Mol. Gen. Genet. (1991) 225 (3), 459 - 467) oder LEB4-Promotor 

20 (Fiedler und Conrad, 1995)), das LEB4-Signalpeptid, das zu 
exprimierende Gen und ein ER-Retentionssignal enthalten. Der 
Aufbau einer derartigen Kassette ist in der Abb il dung 4 
schematisch beispielhaft dargestellt. 

25 Die Herstellung einer erf indungsgemaBen Expressionskassette 
erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer 
geeigneten HPPD-DNA Sequenz und vorzugsweise einer zwischen 
Promotor und HPPD-DNA-Sequenz inserierten DNA, die fur ein 
chloroplastenspezif isches Transitpeptid kodiert, sowie einem 

30 Polyadenylierungssignal nach gangigen Rekombinations- und 
Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 

35 Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley- Interscience (1987) beschrieben sind. 

40 Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in den 
Apoplasten, in Plastiden, die Vakuole, das Mitochondrium, das 
Endoplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein Fehlen ent- 
sprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im Kompartiment 
des Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kermode, Crit. Rev. 

45 Plant Sci. 15, 4 (1996), 285 - 423). Fur die Menge der Protein- 
akkumulation in transgenen Pf lanzen besonders forderlich erwiesen 
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hat sich eine Legalisation im ER (Schouten et al. , Plant Mol. 
Biol. 30 (1996) , 781 - 792) . 

Gegenstand der Erfindung sind auch Expressionskassetten, deren 
5 DNA-Sequenz fur ein HPPD-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Teil 
des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die Translokation 
des Polypeptides steuert. Besonders bevorzugt sind fur die 
Chloroplasten spezifische Trans it pep tide, welche nach Trans- 
lokation des HP PD- Gens in die Chloroplasten vom HPPD-Teil 
10 enzymatisch abgespalten werden. Insbesondere bevorzugt ist das 
Transitpeptid, das von der plastidaren Transketolase (TK) Oder 
einem f unktionellen Aquivalent dieses Transitpeptids (z.B. das 
Transitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco Oder der 
Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) abgeleitet ist ? 

15 

Die inserierte Nukleotid-Sequenz kodierend fur eine HPPD kann 
synthetisch hergestellt Oder . naturlich gewonnen sein Oder eine 
Mischung aus synthetischen und naturlichen DNA-Bestandteilen ent- 
halten. Im allgemeinen werden synthetische Nukleotid-Sequenzen 

20 mit Kodons erzeugt, die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von 
Pflanzen bevorzugten Kodons konnen aus Kodons mit der hdchsten 
Proteinhauf igkeit bestimmt werden, die in den meisten interessan- 
ten Pf lanzenspezies exprimiert werden. Bei der Preparation einer 
Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente manipuliert 

25 werden, urn eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBiger- 
weise in der korrekten Richtung liest und die rriit einem korrekten 
Leseraster ausgestattet ist. Fur die Verbindung der DNA-Fragmente 
miteinander konnen an die Fragment e Adaptoren oder Linker ange- 
setzt werden. 

30 

ZweckmaBigerweise konnen die erf indungsgemaBen Promotor- und die 
Terminator-Regionen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker 
oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur 
die Insertion dieser Sequenz en thai t, versehen werden. In der 

35 Regel hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 
bis 6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker inner - 
halb der regulatorischen Bereiche eine GrdBe von weniger als 100 
bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der 
erf indungsgemaBe Promotor kann sowohl nativ bzw. homolog als auch 

40 fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. Die erfindungs- 
gem&Be Expressionskassette beinhaltet in der 5 ' -3 ' -Transkrip- 
tionsrichtung den erf indungsgemaBen Promotor, eine beliebige 
DNA-Sequenz und eine Region fiir die transkriptionale Termination. 
Verschiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig 

45 austauschbar. 
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Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnitt- 
stellen bereitstellen oder die uberflussige DNA oder Restrik- 
tionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans - 
5 versionen in Frage kommen, konnen in vi tro-Mutagenese, "primer - 
repair" , Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeigne- 
ten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing -back" oder 
Auffullen von Uberhangen fur "bluntends" , konnen komplementare 
Enden der Fragmente fur die Ligation zur Verfugung gestellt 
10 werden. 

Von Bedeutung fur den erf indungsgem^Ben Erfolg kann u.a. das 
Anhangen des spezif ischen ER-Retentionssignals SEKDEL sein 
(Schouten, A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781 - 792), 
15 die durchschnittliche Express ionshohe wird damit verdreifacht 
bis vervierf acht . Es konnen auch andere Retentionssignale, 
die naturlicherweise bei im ER lokalisierten pflanzlichen und 
tierischen Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette 
eingesetzt werden. 

20 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pf lanzliche Polyaden- 
ylierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen T-DNA- 
Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium fcumefaciens, ins- 
besondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids 
25 pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J. . 3 (1984) 835 ff) Oder 
funktionelle Aquivalente. 

Eine erf indungsgemaBe Expressionskassette kann beispielsweise 
einen konstitutiven Promo tor (bevorzugt den CaMV 35 S- Promo tor) , 
30 das LeB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und das ER- 
Retentionssignal enthalten. Als ER-Retentionssignal wird bevor- 
zugt die Aminosauresequenz KDEL (Lysin, Asparaginsaure, Glutamin- 
saure, Leucin) verwendet. 

35 Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur 
ein HPPD-Gen kodiert, in einen Vektor, beispielsweise pBinl9, 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans - 
formieren. Mit einem solchen Vektor transf ormierte Agrobakterien 
konnen dann in bekannter Weise zur Transformation von Pf lanzen, 

40 insbesondere von Kulturpf lanzen, wie z.B. von Tabakpf lanzen, 
verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter oder 
Blattstucke in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschliefiend 
in geeigneten Medien kultiviert werden. Die Transformation von 
Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus F.F. 

45 White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15 - 38. Aus den 
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transformierten Zellen der verwundeten Blatter bzw. Blattstucke 
konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, 
die ein in die erf indungsgemaBe Expressionskassette integriertes 
Gen fur die Expression eines HPPD-Gens enthalten. 

5 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fur eine HPPD 
kodierenden DNA wird eine erf indungsgemaBe Expressionskassette 
als Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, 
dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle Regulationssighale, 
10 beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integration ent- 
halt. Geeignete Vektoren sind unter anderem in "Methods in Plant 
Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, 
S. 71 - 119. (1993) beschrieben, 

15 Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonie- 
rungstechniken konnen die erf indungsgemaBen Expressionskassetten 
in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermehrung, 
beispielsweise in E. coli, ermoglichen. Geeignete Klonierungs- 
vektoren sind u.a. pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. 

20 Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl in E, coli 
als auch in Agrobakterien replizieren. konnen. 

Ein weiterer Gegenstand dea^fcrflndung betriff t die Verwendung 
einer erf indungsgemaBen Expressionskassette zur Transformation 
25 von Pflanzen, -zellen, -geweben oder -Pf lanzenteilen. Vorzugsweise 
ist Ziel der Verwendung die Erhohung des Vitamin E-Gehaltes der 
Pflanze. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezifisch 
30 in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze 
erfolgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrung sgut sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -telle sind ein weiterer 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

35 Die erf indungsgemaBe Expressionskassette kann daruberhinaus auch 
zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien, Hefen, f ilamen- 
tosen Pilzen und Algen mit dem Ziel einer Erhohung der Vitamin E- 
Produktion eingesetzt werden. 

40 Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 

45 transformation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, 
das biolistische Verf ahren mit der Genkanone - sogenannte 
particle bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation 
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trockener Embryonen in DNA-hal tiger Losung, die Mikroinjektion 
und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genann- 
ten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al.. Techniques 
for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. ^Engineering 
5 and Utilization, herausgegeben von S.D. Rung und R. Wu, Academic 
Press (1993) 128 - 143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant 
Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205 - 225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans - 
10 formieren, beispielsweise P Binl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 
12 (1984) 8711) . . 

Mit einer erf indungsgemafien Expressionskassette transf ormierte 
Agrobakterien k6nnen ebenfalls in bekannter Weise zur Transf orma- 

15 tion von Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie Getreide, 
Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnen- 
blume, Flachs. Hanf, Kartoffel. Tabak. Tomate, Raps, Alfalfa, 
Salat und den verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies, verwen- 
det werden, z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstucke in 

20 einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend in geeigneten 
Medien kultiviert werden. 

Funktionell aguivalente Sequenzen, die fur ein HPPD-Gen kodieren, 
sind erfindungsgemaB solche Sequenzen, welche trotz abweichender 
25 Nukleotidsequenz noch die gewunschten Funktionen besitzen. Funk- 
tionelle Aquivalente umfassen somit naturlich vorkommende Varian- 
ten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kunstliche, z.B. 
durch chemische Synthese erhaltene. an den Kodon-Gebrauch einer 
Pflanze angepaBte, kunstliche Nukleotid-Sequenzen. 

30 Unter einem f unktionellen Equivalent versteht man insbesondere 
auch naturliche oder kunstliche Mutationen einer ursprunglich 
isolierten fur eine HPPD kodierende Sequenz, welche weiterhm die 
gewunschte Funktion zeigen. Mutationen umfassen Substitutionen, 

35 Additionen, Deletionen, vertauschungen oder Insertionen ernes 
oder mehrerer Nukleotidreste. Somit werden beispielsweise auch 
solche Nukleotidsequenzen durch die vorliegende Erf mdung mit 
umfaBt, welche man durch Modifikation dieser Nukleotidsequenz 
erhalt Ziel einer solchen Modifikation kann z.B. die weitere 

40 Eingrenzung der darin enthaltenen kodierenden Sequenz oder z.B. 
auch die Einfiigung weiterer Restriktionsenzym-Schmttstellen 
sein. 

Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren 
45 Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment. 
abgeschwacht oder verstarkt ist. 
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AuBerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewunschte Eigenschaft der Erhdhung 
des Vitamin E Gehaltes in der Pflanze durch Uberexpression des 
HPPD-Gens in Kulturpf lanzen vermitteln. Solche artif iziellen DNA 
5 Sequenzen konnen beispielsweise durch Ruckubersetzung mittels 
Molecular Modelling konstruierter Proteine, die HPPD Aktivitat 
aufweisen Oder durch in vi tro-Selektion ermittelt werden. Beson- 
ders geeignet sind kodierende DNA-Sequenzen, die durch Ruckuber- 
setzung einer Polypeptidsequenz gemaB der fur die Wirtspflanze 
10 spezifischen Kodon-Nutzung erhalten wurden. Die spezifische 
Kodon-Nutzung kann ein mit pf lanzengenetischen Methoden ver- 
trauter Fachmann durch Computerauswertungen anderer, bekannter 
Gene der zu transf ormierenden. Pflanze leicht ermitteln. 

15 Als weitere erf indungsgemaBe geeignete aquivalente Nukleinsaure- 
Sequenzen sind zu nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine 
kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein pflanzliches 
HPPD-Polypeptid oder ein funktionell aquivalenter Teil davon ist 
Der zweite Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Poly- 

20 peptid mit enzymatischer Aktivitat sein Oder eine antigene Poly- 
peptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis auf HPPD-Expression 
moglich ist (z.B. myc-tag oder his-tag) . Bevorzugt handelt es 
sich dabei jedoch urn eine regulative Proteinsequenz , wie z.B. 
ein Signal- oder Transitpeptid, das das HPPD-Protein an den 

25 gewunschten Wirkort leitet. 

Gegenstand der Erfindung sind aber auch die erf indungsgem^B 
erzeugten Expressionsprodukte sowie Fusionsproteine aus einem 
Transitpeptid und einem Polypeptid mit HPPD-Aktivitat . 

30 

Erhdhung des Vitamin E-Gehaltes bedeutet im Rahmen der vorliegen 
den Erfindung die kunstlich erworbene Fahigkeit einer erhohten 
Vitamin E-Biosyntheseleistung durch funktionelle Uberexpression 
des HPPD-Gens in der Pflanze gegenuber der nicht gentechnisch 
35 modifizierten Pflanze fur die Dauer mindestens einer Pflanzen- 
generation. 

Der Biosytheseort von Vitamin E ist im allgemeinen das Blatt- 
gewebe, so daB eine blattspezif ische Expression des HPPD-Gens 
40 sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dafi die Vitamin E-Bio- 
synthese nicht auf das Blattgewebe beschrankt sein muB, sondern 
auch in alien tibrigen Teilen der Pflanze -beispielsweise in fett 
haltigen Samen - gewebespezif isch erfolgen kann. 



45 
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Daruberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen HPPD- 
Gens von Vorteil. Andererseits kann aber auch eine induzierbare 
Expression wunschenswert erscheinen. 

5 Die Wirksamkeit der Expression des transgen experimierten HPPD- 
Gens kann beispielsweise in vitro durch SproBmeristemvermehrung 
ermittelt werden. Zudem kann eine in Art und Hone veranderte 
Expression des HPPD-Gens und deren Auswirkung auf die Vitamin 
E-Biosyntheseleistung an Testpflanzen in Gewachshausversuchen 
10 getestet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, 
transformiert mit einer erf indungsgemaBen Expressionskassette, 
sowie transgene Zellen, Gewebe, Teile und Vermehrungsgut solcher 
15 Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabei transgene Kulturpflan- 
zen wie z.B. Gerste, Weizen, Roggen, Mais, Hafer, Soja. Reis, 
Baumwolle, Zuckerrube, Canola. Sonnenblume. Flachs, Hanf, Kartof- 
fel, Tabak, Tomate. Raps, Alfalfa, Salat und die verschiedenen 
Baum-, NuB- und Weinspezies. 



20 



Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen 
Oder Algen. 

Wie bereits erwahnt ist die HPPD ein geeignetes Target fur 
Herbizide vom Typ der Sulcotrione. Urn noch effizientere Hemm- 

25 stoffe der HPPD finden zu konnen, ist es notwendig, geeignete 
Testsysteme, mit denen inhibitor-Enzym-Bindungsstudien durch- 
gefuhrt werden konnen, zur Verfugung zu stellen. Hierzu wird 
beispielsweise die komplette cDNA-Sequenz der HPPD aus Gerste m 
einen Express ionsvektor (pQE, Qiagen) kloniert und xn E. colx 

30 uberexprimiert. 

Das mit Hilfe der erf indungsgemaBen Expressionskassette expri- 
mierte HPPD-Protein eignet sich besonders zur Auffindung von fur 
die HPPD spezif ischen Hemmstof f en. 



35 



Dazu kann die HPPD beispielsweise in einem Enzymtest eingesetzt 
werden, bei dem die Aktivitat der HPPD in An- und Abwesenheit 
des zu testenden Wirkstoffs ermittelt wird. Aus dem Vergleich 
der beiden Aktivitatsbestimmungen lafit sich eine qualitative und 
40 quantitative Aussage viber das Hemmverhalten des zu testenden 
Wirkstoffes machen. 

Mit Hilfe des erf indungsgemaBen Testsystems kann eine Vielzahl. 
von chemischen Verbindungen schnell und einfach auf herbizide 
45 Eigenschaften uberpriift werden. Das Verfahren gestattet es, 
reproduzierbar aus einer groBen Anzahl von Substanzen gezielt 
solche mit groBer Wirkstarke auszuwahlen, um mit diesen Sub- 
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stanzen anschlieSend weitere, dera Fachmann gelaufige vertief te 
Prufungen durchzufuhren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Herbizide, die mit dem 
5 oben beschriebenen Testsystem identif izierbar sind. 

Durch Uberexpression der fur eine HPPD kodierenden Gensequenz 
Seq ID NO: 1 in einer Pflanze wird eine erh6hte Resistenz gegen- 
uber Inhibitoren der HPPD erreicht. Die derart hergestellten 
10 transgenen Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Weitere Gegenstander der Erfindung sind: 

- Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeich- 
15 net, daB man eine erf indungsgemaBe Expressionskassette in eine 

Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze Oder Proto- 
plasten von Pflanzen einbringt. 

- Verwendung einer Pflanze zur Herstellung pflanzlicher HPPD. 

20 

- Verwendung der erf indungsgemaBen Expressionskassette zur 
Herstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz gegenuber 
Inhibitoren der HPPD durch verstarkte Expression einer 
erf indungsgemaBen DNA-Sequenz. 

25 

- Verwendung der erf indungsgemaBen Expressionskassette zur 
Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Vitamin E-Gehalt durch 
Expression einer erf indungsgemaBen DNA-Sequenz in Pflanzen. 

30 - Verwendung der erf indungsgemaBen Expressionskassette zur Her- 
stellung eines Testsys terns zur Identif izierung von Inhibitoren 
der HPPD . 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 
35 ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Allgemeine Klonierungsverf ahren 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Klonie- 
40 rungsschritte wie z.B. Restriktionsspalt\ingen, Agarose-Gel- 
elektrophorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von 
Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verkniipfen 
von DNA-Fragmenten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht 
von Bakterien, Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombi- 
45 nanter DNA wurden wie bei Sambrook et al- (19 89) Cold Spring 
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Harbor Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durch- 
gefuhrt. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli, XL-I Blue) 
5 wurden von Stratagene bzw. Pharmacia im Fall von NP66 bezogen. 
Der zur Pf lanzentransf ormation verwendete Agrobakterienstamm 
{Agrobacterium tumefaciens, C58C1 mit dem Plasmid pGV2260 oder 
pGV3850kann) wurde von Deblaere et al. in (Nucl. Acids Res. 13 
(1985) 4777) beschrieben. Alternativ konnen auch der Agrobakte- 

10 rienstamm LBA4404 (Clontech) oder andere geeignete St&mme einge- 
setzt werden. Zur Klonierung konnen die Vektoren pUC19 (Yanish- 
Perron, Gene 33 (1985), 103 - 119) pBluescript SK- (Stratagene), 
pGEM-T (Promega), pZerO (Invi trogen) , pBinl9 (Bevan et al., Nucl. 
Acids Res, 12 (1984), 8711 - 8720) und pBinAR (H6fgen und Will- 

15 mitzer, Plant Science 66 (1990) 221 - 230) benutzt werden. 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem 
20 Laserf luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma Licor (Vertrieb durch 
MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci . USA 74 (1977), 5463 - 5467). 

Erzeugung pf lanzlicher Expressionskassetten 

25 

in das Plasmid pBin!9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. (1984) 12, 
8711) wurde ein 35S CaMV Promotor als EcoRI-KpnI-Fragment ent- 
sprechend den Nukleotiden 6909 - 7437 des Caulif lower-Mosaik- 
. Virus (Franck et al. Cell 21 (1980) 285) inseriert. Das Polyade- 

30 nylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTiACHS 
(Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835), Nukleotide 11749 - 11939 
wurde als PvuII-Hindlll-Fragment isoliert und nach Addition von 
Sphl-Linkern an die PvuII-Schnittstelle zwischen die SpHI-Hindlll 
Schnittstelle des Vektors pBmAR-Hyg kloniert. Es entstand das 

35 Plasmid pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66 (1990) 
221 - 230) . 

Anwendungsbe i sp i e 1 e 

40 Beispiel 1 

Isolierung von HPPD-spezif ischen cDNA Sequenzen 

Mit Hilfe der von Liang und Pardee (Science (1992) 257, 967 - 
45 972) publizierten Methode der DDRT-PCR wurde die Zusammensetzung 
der mRNA- Population aus Primarblattern von neun Tage in einem 
L/D-Wechsel (16 h Licht/ 8 h Dunkel) angezogenen Gerstenpf lanzen 
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verglichen mit der von Primarblattern 11 Tage alter Gerstenpf Ian- 
zen, in denen nach neun Tagen Anzucht anschlieBend Seneszenz 
durch zweitagige Dunkelbehandlung induziert wurde (Humbeck und 
Krupinska, J. Photochem. Photobiol. 36 (1996), 321 - 326). 
5 Jeweils 0,2 ng der gesamten RNA wurde mit dem Enzym "Superskript 
RT" (Gibco BRL, Eggenstein) in cDNA umgesetzt. Dabei enthielten 
die Reaktionsansatze (20 neben der RNA auBerdem 20 \M dNTPs, 
10 nM DTT, IxRT- Puffer und je 1 (iM (dT) 12VN- Primer . Die Synthese 
der fur diese Reaktionen erf orderlichen Anker-" Primer" erfolgte 
10 aufgrund der Angaben von Liang und Pardee: 

1 . 5 ' -TTTTTTTTTTTTAG-3 ' 

2 . 5 ' -TTTTTTTTTTTTCA-3 ' 

3 . 5 ' -TTTTTTTTTTTTAC- 3 ' 
15 4. 5 ' -TTTTTTTTTTTTGT-3 ' 

Nach Synthese der cDNAs erfolgte die Amplif ikation der entspre- 
chenden Sequenzen in jeweils zehn Ansatzen, die sich durch 
Verwendung der im folgenden angegebenen Zuf alls-" Primer" unter- 
20 scheiden: 



1. 


5' 


-TACAACGAGG-3 ' 


2. 


5'-GGAACCAATC-3' 


3. 


5' 


-AAACTCCGTC-3 ' 


4. 


5 ' -TGGTAAAGGG-3 ' 


5. 


5' 


-CTGCTTGATG-3 ' 


6. 


5 ' -GTTTTCGCAG-3 ' 


25 7. 


5' 


- GATCTC AG AC - 3 ' 


8. 


5'-GATCTAACCG-3' 


9. 


5' 


-GATCATGGTC-3 ' 


10. 


5 ' - GATCTAAGGC - 3 ' 



Die PCR-Reaktionsans&tze enthielten in einem Volumen von jeweils 
20 ill lxPCR-Puffer, 2 nM dNTPs, 2,5 ^Ci (a 33p)-dATP, i 
30 (dT) i 2 VN-" Primer" , 1/10 Vol. RT-Mix (Sambrook et al . Molecular 
Cloning - A Laboratory Manual, 1989), 1 U Taq DNA- Polymerase 
(Boehringer, Mannheim) und 1 \M 10-mer Zuf alls-" Primer" . Die PCR- 
Reaktionen lief en nach folgendem Programm in einem Uno-Block 
(Biometra) ab: 

35 

1. 94°C 2 min 

2. 94°C 30 s 

3. 40°C 2 min 

4. 72°C 30 s 
40 5. 72°C 5 min 

6. 4°C Aufbewahrung bis zur weiteren Bearbeitung 

Die Schritte 2, 3 und 4. wurden 4 0-mal nacheinander durchgefuhrt. 
Dabei ergaben sich etwa 100 cDNA-Banden pro Reaktion und 
45 "Primer" -Kombination. 
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Abweichend von der Vorschrift von Liang und Pardee erfolgte die 
Auftrennung der amplif izierten cDNA-Fragmente in nichtdenaturie- 
renden Polyacrylamidgelen folgender Zusammensetzung: 6 % (w/v) 
Acrylamid (Long Ranger, AT Biochem) , 1,2 x.TBE- Puffer, 0,005 % 
5 (v/v) TEMED und 0,005 % (w/v) APS (Bauer et al, Nucl. Ac. Res. 
(1993) 21, 4272 - 4280) . 

Je 3,5 ]il jedes PCR-Ansatzes wurden mit 2 \il Probenpuffer (dye II, 
Sambrook et al., 1989) versetzt und dann auf das Gel aufgetragen. 

10 Um die Reproduzierbarkeit der cDNA-Bandenmuster zu erfassen 

(Abb. 5), wurden von an den Tagen 9 und 11 geernteten Primarblat- 
tern der Gerste jeweils zwei unabhangige RNA-Praparationen ange- 
fertigt (9 und 9' bzw. 11 und 11') und parallel in der nachfol- 
genden Analyse eingesetzt. Dargestellt ist das Ergebnis fur zwei 

15 verschiedene Primerkombinationen (A und B) , wobei exemplarisch 
zwei Unterschiede im Bandenmuster zwischen der Probe von Tag 9 
und 11 durch Pfeile hervorgehoben wurden. Nur solche Banden, die 
in den beiden Proben aus seneszierenden Pflanzen gleichermaBen 
und in den beiden Vergleichsproben nicht vorkamen, wurden bei der 

20 spateren Analyse der Gele beachtet. Die Elektrophorese erfolgte 
uber einen Zeitraum von 2,5 h bei 40 Watt (0,8 W/cm 3 ) in 1 x TBE- 
Puffer. Nach. erf olgter Trennung der cDNA-Fragmente wurde das Gel 
auf Filterpapier (Schleicher & Schull, Dassel) ubertragen, Nach 
Trocknung des Gels bei 50°C wurde ein Rontgenfilm aufgelegt. cDNA- 

25 Banden, die im Autoradiogramm nur bei den Proben 11 und 11' auf- 
traten, wurden mittels eines Skalpells aus dem trockenen Gel her- 
ausgeschnitten und die DNA durch Kochen in 100 [il 1 x TE-Puffer 
eluiert. Die mit Ethanol gefallte DNA wurde fur die weiteren Un- 
tersuchungen in 10 nl Wasser resuspendiert . Nach Reamplif ikation 

30 mit den fur diesen Ansatz zuvor verwendeten "Primern" konnte die 
DNA kloniert und sequenziert sowie auch als Sonde fur Northern- 
Blot-Hybridisierungen eingesetzt werden. 

Um zu prufen, ob das entsprechende cDNA-Fragment tatsachlich ein 
35 seneszenzspezif isch auftretendes Transkript reprasentiert, 
erfolgten Hybridisierungen mit RNA aus Bldttern verschiedener 
Entwicklungsstadien: 

A. 1. RNA aus Primarblattern von 9 Tage im L/D-Wechsel 
40 angezogenen Pflanzen 

A. 3. RNA aus Primarblattern von 10 Tage alten Pflanzen, 
bei deren Anzucht am Tag 10 die Lichtphase ausf iel 

45 A. 4 RNA aus Primarblattern von 11 Tage alten Pflanzen, 
die am Tag 10 und 11 keine Lichtphase mehr hatten 
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A. 5 RNA aus Primarblattern von 12 Tage alten Pflanzen, die 

nach 2 Tagen Dunkelheit wieder eine Lichtphase erf ahren 
haben 

5 Die Proben f\ir die RNA-Analyse warden jeweils in der Mitte der 
ursprunglichen Nachtphase geerntet. 

B. RNA aus Fahnenbl cittern, die zu sieben verschiedenen 
Zeitpunkten im Freiland gesammelt wurden (Abb. 6) . Die 

10 Blatter waren am 29. Mai voll ausgewachsen und wiesen am 

21. Juni weniger als 10 % des urspriingl ichen Chlorophyll - 
gehalts auf . Der Beginn der Seneszenzprozesse ist in Ab- 
bildung 6 durch einen Pfeil angegeben (d.h. 17 Tage nach 
Erreichen der vollen Lange am 15. Juni) . Als Seneszenz- 

15 beginn wurde der Tag definiert, an dem die Photosystem 

II-Effizienz abnahm (Humbeck et al., Plant Cell 
Environment (1996) 19: 337 - 344). 

Zur Hybridisierung eines Filters mit den beschriebenen RNA-Proben 

20 wurde neben der HPPD-Sonde zum Vergleich auch eine spezif ische 
Sonde fur das rbcS-Gen, das fur die kleine Untereinheit der 
Ribulose-l,5-bisphosphat-Carboxylase kodiert, eingesetzt. Abbil- 
dung 6 zeigt die Hybridisierung der "Nothern-Blots" A und B mit 
der cDNA HvSD36 und einer fur das rbcS-Gen spezifischen Sonde. 

25 Filter A tragt RNA aus Primarblattern der Gerste nach 9 Tagen 
Anzucht im L/D-Wechsel (9), . nach anschlieBender ein- bzw. zwei- 
tagiger Dunkelinkubation (10, 11) und nach daran anschliefiender 
erneuter Belichtung fur einen Tag (12) . Filter B enthalt RNA aus 
Fahnenbl&ttern, die 1992 im Zeitraum vom 29.05. bis 21.06. im 

30 Freiland geerntet wurden. Der Pfeil gibt den Beginn der Sequenz 
am 15.06. an. Wie aus der Abbildung 6 ersichtlich, ist die Menge 
an rbcS-spezif ischer mRNA dann hoch, wenn die Menge an der fur 
die HPPD spezifischen mRNA relativ gering ist. Die fur die HPPD 
spezif ische mRNA ist in Primarblattern neun Tage alter Pf lanzen 

35 vor dem Transfer ins Dunkel nicht nachweisbar und akkumuliert 

deutlich wahrend der Dunkelphase. Bei Wiederbelichtung der Pf lan- 
zen nimmt die Menge an dieser mRNA deutlich ab. Im Fall der Fah- 
nenbiatter sind bereits in voll ausgewachsenen, nicht seneszenten 
Blattern geringe Mengen der fur die HPPD spezifischen mRNA nach- 

40 weisbar. Zu einer verstarkten Expression kommt es bereits 4 Tage 
vor dem eigentlichen Seneszenzbeginn. Die hochste Menge dieser 
mRNA liegt in seneszenten Blattern vor. Ein GroBenvergleich mit 
bekannten RNA-Spezies ergab, daB das mit der cDNA-Sonde HvSD36 
(S: Seneszenz; D:Dunkel, Fragmentnummer 36 im DDRT-Gel) detek- 

45 tierte Transkript eine Lange von ca. 1,6 kb aufweist. 
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Durch DDRT-PCR wurden unabhangig voneinander drei cDNA-Fragmente 
erhalten, die dieses Expressionsmuster ergaben und aufgrund der 
Sequenzanalyse tatsachlich dasselbe Transkript repr&sentieren. 
Das langste Fragment hatte eine GroBe von 230 bp. Das 230 bp 
5 groBe PCR-Produkt wurde schlieBlich mit dem "Sure Clone™ 
Ligation Kit" (Pharmacia, Freiburg) nach den Angaben des Her- 
stellers in die Smal-Schnittstelle des Vektors pUC18 kloniert. 
Das rekombinante Plasmid wurde in kompetente Zellen des E. coli- 
Stamms DH5 a transf ormiert . Da das Fragment, methodisch bedingt, 

10 das 3'-Ende des zugehorigen Transkripts repr&sentiert, reichte 
die Sequenzinf ormation zunachst nicht aus, urn eine eindeutige 
Homologie mit einer Sequenz in den Datenbanken ausfindig zu 
machen. Urn eine Icingere zugehorige cDNA zu isolieren, wurde eine 
Lambda ZAPII-Bank (Stratagene, Heidelberg) aus RNA seneszenter 

15 Fahnenblatter unter Verwendung des 230 bp groBen Fragments als 
Sonde durchmustert . Fur diesen Arbeitsschritt erfolgte eine 
Markierung der Sonde mit Dig-dUTP nach Angaben des "DNA-Labeling 
and Detection Kit" (Boehringer, Mannheim) . Die Untersuchung der 
Bank erfolgte nach dem Protokoll des "ZAP-cDNA Synthesis Kit" 

20 (Stratagene, Heidelberg) . 

Im Fall der hier beschriebenen Sonde wurden 150.000 pfu uber- 
pruft. Davon gaben 39 Phagenplaques ein positives Signal. Davon 
wurden 12 Phagenpopulationen weiter bearbeitet. Nach einer Pha- 

25 genpraparation konnten die inserierten Fragmente uber PGR ange- 
reichert und elektrophoretisch aufgetrennt werden. Durch Sou- 
thern-Blot Hybridisierung mit der HvSD36 -Sonde wurden aus den so 
behandelten 12 Phagenpopulationen diejenigen ausgewahlt, die die 
groflten "Inserts" mit positivem Signal aufwiesen. Nach erneutem 

30 Ausplattieren wurden die Phagen einer weiteren Hybridisierung 
unterzogen. Vereinzelte Phagenplaques wurden ausgestochen und 
nach Elution unter Verwendung eines Helferphagen einer In vivo 
Excision nach dem Protokoll von Stratagene (Exassist™ Interferen- 
ce-Resistant Helper Phage with SOLR ™ Strain) unterzogen. Die 

35 aus dieser Behandlung hervorgehenden sogenannteri "Phagemide" ent- 
halten die im pBLueskript (SK-) klonierte cDNA. 

Nach einer anschlieBenden Plasmidpr^paration konnte das betref- 
fende "Insert" mit EcoRl aus dem Bluescript-Plasmid herausge- 

40 schnitten werden. Der im Fall der HvSD36 cDNA erhaltene cDNA-Klon 
enthalt ein "Insert" mit einer GroBe von ca. 800 bp. Die voll- 
st&ndige Sequenzierung der cDNA erfolgte mit dem "SequiTherm 
Excel Long-Read DNA-Sequenzierungs-Kit" ( Epicentre Technologies, 
Biozym Diagnostic, Oldendorf ) unter Verwendung von mit IRD41 

45 markierten Universal-" Primern" , die an Sequenzbereiche im Blues- 
cript-Vektor binden. Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgte 
uber den Inf rarotlaser des automatischen Sequenzierers 4000L 
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der Firma Licor. Nach Sequenzierung lag eine genau 759 bp lange 
Sequenz vor, die an den Seiten von einer jeweils 14 bp langen 
Adaptorsequenz flankiert 1st- Diese Adaptor sequenz en dienten bei 
der Herstellung der cDNA-Bank zur Ligation der cDNA-Fragmente mit 
5 den Armen des Phagen Lambda ZAPII (Stratagene, Heidelberg) . 

Die Proteinsequenz HvSD36, die insgesamt iiber 180 Aminosauren 
verfugt, weist unter den in den Datenbanken bef indlichen 
Sequenzen mit 41 % die hochste Homologie zur Sequenz der HPPD 
10 des Menschen auf. In Anbetracht der Lange des im "Northern-Blot" 
detektierten Transkripts (ca. 1600 nt) ist anzunehmen, daB von 
der cDNA noch 850-900 bp fehlen. 

Zur Vervollstandigung der cDNA wurde eine weitere cDNA Bank un- 
15 tersucht. Aus dem basalen meristematischen Bereich 5 Tage alter 
Gerstenkeimlinge wurde mit Hilfe von "Dynabeads" (Dynal, Hamburg) 
mRNA isoliert und mit dem "Time Saver cDNA SyntheseKit" (Pharma- 
cia, Freiburg) in cDNA ilberschrieben. Es folgte eine Ligation 
von EcoRI/Notl-Adaptoren (Pharmacia, Freiburg) an die cDNA mit 
20 anschlieBender Ligation in den. Lambda ExCell Vektor (Pharmacia, 
Freiburg) . SchlieBlich wurde die rekombinante Phagen-DNA mit 
Hilfe des "Gigapack II Gold Set" (Stratagene, Heidelberg) in 
Phagenproteine verpackt. Mit der 759 bp langen Sonde HvSD36 
wurden 400000 pfu uberpruft, wobei 5 Phagen von der Sonde 
25 detektiert wurden. Eine Excision der "Phagemids" aus dem Phagen 
erfolgte in vivo mit Hilfe des Bakterienstammes NP66 nach den 
Angaben von Pharmacia (Freiburg) . Aus einzelnen Bakterienkolonien 
wurden die rekombinanten pExCell-Plasmide isoliert und zur Ver- 
mehrung in den Bakterienstamm D115 a uberfuhrt. 

30 

Der langste auf diesem Weg isolierte cDNA-Klon HvSD36 hat eine 
Lange von 1565 bp und wurde vollstandig sequenziert (siehe 
Sequenzprotokoll) . 

35 Beispiel 2 

Charakterisierung der genomischen Sequenz 

Zur Auffindung eines genomischen Klones, der die Gensequenz der 
40 HPPD beinhaltet, wurde eine Lambda FIXII-Bank der Gerste von der 
Firma Stratagene (Heidelberg) bezogen. Zur Herstellung der Bank 
diente DNA aus etiolierten Blattern der Wintergerste cv. Igri. 
Die DNA wurde partiell mit Sau3AI verdaut. Vor der Klonierung in 
die Xhol-Schnittstelle des Vektors erfolgte eine Auffullung der 
45 Fragmentenden und der Phagenarme mit Nukleotiden. Die Durch- 
musterung der Bank mit 200.000 pfu in der ersten Runde ergab 
nur einen Klon, der mit der cDNA HvSD36 hybridisierte. Nach 



WO 99/04021 



PCT/EP98/03832 



23 

Restriktionsverdau dieses rekombinanten Phagen mit PstI und SacI 
konnten anschlieflend Fragmente mit Grofien von 5400, 3800 und 
1800 bp isoliert werden, die bei einer * Southern" -Blot-Hybridi- 
sierung mit der HvSD36-Sonde detektierbar sind. Diese Subfrag- 
5 mente liegen kloniert im Bluescript-Vektor vor. 

Die Durchmusterung der Bank erfolgte nach der fur die HybondN- 
Membran angegebenen Vorschrift. Die Markierung der Sonde fur die 
Durchmusterung der Bank sowie fur "Southern" -Blot-Hybridisierun- 
10 gen erfolgte uber "Random Priming" mit 32 P-dATP unter Verwendung 
des Klenow-Enzyms (Sambrook et al. f (1989) Molecular cloning.. A 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, New York). 

Es wurde ein genomischer " Southern -Blot" mit gesamter DNA aus 
15 Gerste (Carina) durchgefuhrt (Abb. 7). Je 15 jig DNA wurden mit 
BamHI (B), EcoRI (E) , Hindlll (H) oder XBAI (X) verdaut und in 
einem 0.75 % Agarose Gel aufgetrennt. Nach Transfer auf eine 
Hybond N+ Membran (Amersham, Braunschweig) erfolgte eine Hybridi 
sierung mit der unvollstandigen 759bp langen cDNA Sonde von 
20 HvSD36 nach Angaben des Herstellers der Membran. Dabei konnten 
folgende Fragmente detektiert werden: 

6.0,3.9 und 3.0 kbp 
>10kbp 

8.3,2.6,1.1 und 1.0 kbp. 
9.0,5.2 uiid 4.2kbp 

Die Langen der Fragmente wurden durch Vergleich mit einem DNA 
GroBenstandard (Kb-Leiter von GibcoBRL, Eggenstein) abgeschatzt. 

30, 

Beispiel 3 

Homologievergleich der Proteinsequenz von HvSD36 

35 Ein Vergleich der Proteinsequenz von HvSD36 mit Proteinsequenzen 
in den Datenbank ergab Homologien zu folgenden bisher bekannten 
Proteinsequenzen: 



BamHI: 
EcoRI : 
25 Hindlll: 
Xbal: 



40 



45 



HPPD_Jiv 

HPPD_Ath 

HPPD_HUMAN 

HPPD_ RAT 

HPPD_PIG 

HPPD_^0USE 

HPPD_PSESP 

MELA_SHECO 

PEA3_M0USE 



10 20 30 40 50 

MP PTPTTPAATG 

] . [ ] . ] ] . MGHQNAA VSENQNHDDG 

MTKSSNHNCL LRPENKPGLW GPGAQAASLR PSPATLWSS PGHAEHPPAA 
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HPPD_Hv 

HPPD _Mh 

HPPD_HUMAN 

HPPD_RAT 

HPPD_PIG 

HPPD_MOUSE 

HPPD_PSESP 

MELA__SHECO 

PEA3_M0USE 



10 HPPD_Hv 
HPPD_Ath 
HPPD_HUMAN 
HPPD_RAT 
HPPD_PIG 
HPPD _MOUSE 

15 HPPD_PSESP 
MELA_SHECO 
PEA3_MOUSE 



20 



HPPD_Hv 
HPPD_Ath 
HPPD_HUMAN 
HPPD_RAT 
HPPD_PIG 
HPPD_MOUSE 
HPPD_PSESP 
MELA__SHECO 
25 PEA3_MOUSE 



HPPD_Hv 

HPPD_Ath 

HPPD_HUMAN 

HPPD_RAT 

HPPD_PIG 

HPPD_KOUSE 

HPPD„PSESP 

MELA_SHECO 

PEA3__MOUSE 



30 



35 



40 



HPPD_Hv 

HPPD_JVth 

HPPD_HUMAN 

HPPD_RAT 

HPPD_PIG 

HPPD_J40USE 

HPPD_PSESP 

MELA_SHECO 

PEA 3 MOUSE 



HPPD_Hv 
45 HPPD_JVth 
HPPD_HUMAN 
HPPD_RAT 
HPPD PIG 



60 

AAAAVTPEHA 
AASSPGFKLV 



24 

70 

RPHRMVRFNP 
GFSKFVRKNP 
M TTYSDKGAKP 
YWDKGPKP 
M TSYSDKGEKP 
M TTYNNKGPKP 



PAQTPGPQVS ASARGPGPVA 



110 

LGAPLAARSD 
LGMRFSAKSD 
MGFEPLAYRG 
MGFEPLAYKG 
IGFEPLAYKG 
MGFEPLAYRG 
PIFEIMGFTK 
KVFIDFGFSK 
PGNGSLGEAL 

160 



120 

LSTGNSAHAS 
LSTGNMVHAS 
LETGSREWS 
LETGSREWS 
LETGSREWS 
LETGSREWS 
VATHRSKDV- 
LKKHKQKDI- 
MVPQGKLMDP 

170 



— TASLPSFS ADAARRFSAD 
TTTASIPSFD HGSCRSFFSS 

WN KEMGDHL-VK 

WN KEMGDHL-VK 

WN KEMGDHL-VK 

WN KEMGDHL-VK 

p HSVASYFAAE 



K QGFSAQFAKT 

SDEQFVPDFH SENLAFH 



210 



FAPV- 
SPPI- 
REP — 
REP — 



220 

DLGRG 

VLNEA 

-WVEQDKFGK 
-WVEEDKFGK 
REEVC-CAAD VRGHHTPLDR 

REP WVEQDKFGK 

HI — ETGPME 

AD EV — KD 

HGEQCLYSRQ IAIKSPAPGA 



260 

VPFLPGFEGV 
SEFLPGFERV 
GQFLPGYEAP 
GRFLPGFEAP 
LDSRPQPSQT 
GRFLPGFEAP 
IDFV— FLEG 

SDF— EA 

HGYLGEHSSV 

310 

FT GFHEF 

FT GFHQF 

YLKNLQFHRF 
YLKNLQFHRF 
YMRNLQFHRF 



270 

TNPDA 

EDASSF P 

AFMDPLLPKL 
TYKDTLLPKL 
LLHRLLLSKL 
TYKDTLLPKL 
VDRHPVGA — 
LDEPIITQ — 
FQQPVDMCHS 

320 

AEFTAEDVGT 
AEFTADDVGT 
WSVDDTQVHT 
WSVDDTQVHT 
WSVDDTQIHT 



80 

RSDRFHTLSF 
KSDKFKVKRF 
ERGRFLH — F 
ERGRFLH — F 
ERGRFLH — F 
ERGRFLH — F 
ADLYENP 
MASEQNP 
GGSGRMERRM 

130 

QLLRSGSLAF 
YLLTSGDLRF 
HVIKQGKIVF 
HVIKQGKIVF 
HWKQDKIVF 
HVIKRGKIVF 
HLYRQGAINL 
VYYKQNDINF 
GSLPPSDSED 

180 

HGIAVRSVAL 
HGLGVRAVAI 
HGDGVKDIAF 
HGDGVKDIAF 
HGDGVKDIAF 
HGDGVKDIAF 
HGPSVCGMAF 
HGPAISSMGW 
SPTTRIKKEP 

230 

FAFAEVELYG 
VTIAEVKLYG 
VKFAVLQTYG 
VKFAVLQTYG 

AR QVWE 

VKFAVLQTYG 
LNLPAIKGIG 
LPYPAIYGIG 
PGQSPLQPFS 

280 

VDYGLTRFDH 
LDYGIRRLDH 
PKCSLEMIDH 
PSCNLEIIDH 
PKCGLEIIDH 
PRCNLEIIDH 

GLKIIDH 

-EKGFIEVDH 
FTSPQGGGRE 

330 

TESGLNSWL 
AESGLNSAVL 
EYSSLRSIW 
EYSSLRSIW 
EYSALRSWM 



90 

HHVEFWCADA 
HHIEFWCGDA 
HSVTFWVGNA 
HSVTFWVGNA 
HSVTFWVGNA 
HSVTFWVGNA 
MGLMGFEFIE 
LGLLGIEFTE 
KGGYL DQ 



100 

ASAAGRFAFA 

TNVARRFSWG 

KQAASFYCSK 

KQAASFYCNK 

KQAASYYCSK . 

KQAASFYCNK 

LASPTPNTLE 

FATPDLDFMH 

RVPYTFCSKS 



140 150 

LET— APYAN G-CDAA 

LFT — APYSP S-LSAGEIKP 



VLS — SA 

VLC—SA— 
VFS—SA— 

VLC — SA 

ILN — NE 

LLN — NE — : 

LFQDLSHFQE TWLAEAQVPD 



LNP 

LNP 

LNP 

LNP 



190 

RVADAAEAFR 
EVEDAESAFS 
EVEDCDYIVQ 
EVEDCEHIVQ 
EVEDCDYIVQ 
EVEDCDHIVQ 
RVKDSQKAYK 
RVEDANFAFE 
QSPRTDPALS 

240 

--DWLRFVS 
— DWLRYVS 
— DTTHTLVE 
— DTTHTLVE 

— GT LVE 

— DTTHTLVE 
— GAPLYLID 
— DSLIYFID 
RAEQQQSLLR 

290 

WGNVP — EL 
AVGNVP — EL 
IVGNQPDQEM 
IVGNQPDQEM 
IVGNQPDQEM 
IVGNQPDQEM 
LTHNVYRGRM 
LTNNVHKGTM 
PLPAPYQHQL 

340 

ANNSEGVLLP 
ASNDEMVLLP 
ANYEESIKMP 
ANYEESIKMP 
ANYEESIKMP 



200 

ASRRRGARPA 
ISVANGAIPS 
KARERGAKIM 
KARERGAKIV 
KARERGAIIV 
KARERGAKIV 
RALELGAQPI 
GAVARGAKPA 
CSRKPPLPYH 

250 

HP— DG--TD 
YKAEDT — EK 

KMN YI 

KIN YT 

KMT FC 

KIN YT 

RFGEGSSIYD 
TFGDDNNIYT 
ASSSSQSHPG 

300 

-APAAAYIAG 
-GPALTYVAG 

-VSASEW 

-ESASEW 

-ESASQW 

-QSASEW— 
-A— YWANP 

-E YWSNF 

SEPCPPYPQQ 

350 

LNEPVHGTKR 
INEPVHGTKR 
INEPAPG-KK 
INEPAPG-RK 
INEPAPG-KK 



WO 99/04021 



PCI7EP98/03832 



HPPDJ10USE 
HPPD_PSESP 
MELA_SHECO 
PEA3^0USE 

5 

HPPD_Hv 
HPPD^th 
HPPD_HUMAN 
HPPD JRAT 
HPPD_PIG 
HPPDJMOUSE 
10 HPPD_PSESP 
MELA_SHECO 
PEA3_MOUSE 



HPPD__Hv 
15 HPPD_Ath 
HPPD_HUMAN 
HPPD_RAT 
HPPD_J>IG 
HPPD_MOUSE 
HPPD_PSESP 
MELA_SHECO 
20 PEA3_MOUSE 



HPPD_Hv 
HPPD_Ath 
HPPD_HUMAN 
25 HPPD_RAT 
HPPD_PIG 
HPPDJMOUSE 
HPPDJPSESP 
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Erlauterung: HPPD_Hv: Hordeum vulgar e 4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase (HvSD36) 

HPPD_Ath : Arabidopsis thaliana 4-hydroxyphenylpy- 
ruvate dioxygenase 
5 HPPD„HUMAN: H. sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate 

dioxygenase 

HPPD_PIG: Pig 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 
HPPD_RAT: Rat F alloantigen 

HPPD_MOUSE: Mouse 4-hydroxyphenylpyruvate dioxy- 
10 genase 

MELA_SHECO: S. colwel liana melA protein 
HPPD_PSESP: Pseudomonas sp. (strain P. J. 874) 
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 
PEA3 — MOUSE: Mus musculus (mouse) PEA3 polypeptide 

15 

Die gr6Bte Homologie wurde zu der Arabidopsis Sequenz 
gefunden mit 58 % uber die gesamte Sequenz (62 % uber 412 
As), gefolgt von HPPD_RAT mit 35 % (uber 365 As), 
HPPD_HUMAN 34 % (uber 365 AS), HPPD_MOUSE 34 % (uber 371 
20 As) . 



Beispiel 4 

Anzucht von Gerste (Hordeum vulgare) 



25 Gerstensetzlinge (Hordeum vulgare L.,cv. Carina, Ackermann Saat- 
zucht, Irbach, Germany) wurden uber einen Zeitraum von 15 Tagen. 
unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer in sogenann- 
ten Mitscherlich-Topf en in Erde, die 4 g pro Liter Osmocote 5M 
(Urania, Hamburg, Germany) enthielt, angezogen. Urn einheitliches 

30 Wachstum sicherzustellen, wurden die Samen auf feuchtem Filterpa- 
pier im Dunkeln fur 2 Tage bei 4°C und 1 Tag bei 21°C ausgekeimt 
und nur solche Setzlinge eingesetzt, die gleiches Langenwachstum 
der Primarwurzel zeigten. Nach dem Transfer dieser Setzlinge auf 
Erde wurden diese mit 1.5 cm gesiebter Erde bedeckt. Danach wur- 

35 den die Pf lanzen uber 9 Tage bei 16 Stunden Licht (120 nm-m-^s' 1 ) 
und 8 Stunden Dunkelheit verbunden mit einem Tempera turschift 
(21°C bei Tag, 16°C bei Nacht) ink\±>iert. Urn Seneszenz zu induzie- 
ren, werden die Pf lanzen nach 9 Tagen fur 2 Tage (Tag 10 und 11) 
im Dunkeln bei der obengenannten Temperatur gehalten. 

40 

Beispiel 5 
Anzucht von Tabak 

Die Tabakpf lanzen wurden nach bekannter Methode angezogen. Die 
45 verwendete Tabaksorte ist Nicotiana tabacum,cv. Xanthi. 
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Beispiel 6 

Transformation von Tabak 

Die erf indungsgemafie Expressionskassette enthaltend das HPPD-Gen 
5 mit der Sequenz 1 wurde in den Vektor pBinAR-Hyg kloniert 

(Abb. 4) . Mit diesem Vektor wurden Tabakpf lanzen gemaB Beispiel 5 
anschlieBend nach bekannter Methode transf ormiert* 

Beispiel 7 

10 Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Tabak 

Die cDNA der HPPD wurde mit einem CaMV35S- Promo tor versehen und 
in Tabak unter Verwendung . des 35S-Promotors uberexprimiert . 
Parallel dazu wurde der samenspezif ische Promotor des Phaseolin- 

15 genes verwendet, um den Tocopherolgehalt spezif isch im Tabaksamen 
zu erhohen. Mit den entsprechenden Konstrukten transf ormierte 
Tabakpf lanzen wurden im Gewachshaus angezogen. AnschlieBend 
wurde der a-Tocopherolgehalt der Gesamtpf lanze bzw. der Samen 
der Pf lanze bestimmt. In alien Fallen war die a-Tocopherol- 

20 konzentration im Vergleich zur nicht transf ormierten Pflanze 
erhoht . 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF AG 

(B) STRASSE: Carl Bosch 

(C) ORT: Ludwigshaf en 

(D) BUNDESLAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 67056 

(G) TELEPHON: 0621-60-52698 

(ii) ANMELDETITEL : HPPD Sequenz aus Gerste 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1565 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: hppd aus Gerste 

(D) ENTWICKLUNGSSTADIUM: senescence 

(vii) UNMITTELBARE. HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: lambda FIXII-Bank der Gerste 

(B) CLON: pHvSD36.seq 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 9.-1313 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(A) AUTORS: Krupinska, Karin 

(B) TITEL: Overexpression of HPPD 

(C) ZEITSCHRIFT: overexpression of HPPD 
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<G) DATUM: 1998 

(K) BELANGREICHE RESTE IN SEQ ID NO: 1: VON 1 BIS 1565 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CGCACACC ATG CCG CCC ACC CCC ACC ACC CCC GCG GCT ACC GGC GCC GCC 50 
Met Pro Pro Thr Pro Thr Thr Pro Ala Ala Thr Gly Ala Ala 
15 10 

-GCC GCG GTG ACG CCG GAG CAC GCG CGA CCG CAC CGA ATG GTC CGC TTC 98 
Ala Ala Val Thr Pro Glu His Ala Arg Pro His Arg Met Val Arg Phe 
15 20 25 30 

AAC CCG CGC AGC GAC CGC TTC CAC ACG CTC TCC TTC CAC CAC GTC GAG 146 
Asn Pro Arg Ser Asp Arg Phe His Thr Leu Ser Phe His His Val Glu 
35 40 45 

TTC TGG TGC GCG GAC GCC GCC TCC GCC GCC GGC CGC TTC GCG TTC GCG 194 
Phe Trp Cys Ala Asp Ala Ala Ser Ala Ala Gly Arg Phe Ala Phe Ala 
50 55 60 

CTC GGC GCG CCG CTC GCC GCC AGG TCC GAC CTC TCC ACG GGG AAC TCC 242 
Leu Gly Ala Pro Leu Ala Ala Arg Ser Asp Leu Ser Thr Gly Asn Ser 
65 70 75 

GCG CAC GCC TCC CAG CTG CTC CGC TCG GGC TCC CTC GCC TTC CTC TTC 290 
Ala His Ala Ser Gin Leu Leu Arg Ser Gly Ser Leu Ala Phe Leu Phe 
80 85 90 

ACC GCG CCC TAC GCC AAC GGC TGC GAC GCC GCC ACC GCC TCC CTG CCC 338 
Thr Ala Pro Tyr Ala Asn Gly Cys Asp Ala Ala Thr Ala Ser Leu Pro 
95 100 105 HO 

TCC TTC TCC GCC GAC GCC GCG CGC CGG TTC TCC GCC GAC CAC GGG ATC 386 
Ser Phe Ser Ala Asp Ala Ala Arg Arg Phe Ser Ala Asp His Gly He 
115 120 125 

GCG GTG CGC TCC GTA GC6 CTG CGC GTC GCA GAC GCC GCC GAG GCC TTC 434 
Ala Val Arg Ser Val Ala Leu Arg Val Ala Asp Ala Ala Glu Ala Phe 
130 135 140 

CGC GCC AGT CGT CGA CGG GGC GCG CGC CCG GCC TTC GCC CCC GTG GAC 482 
Arg Ala Ser Arg Arg Arg Gly Ala Arg Pro Ala Phe Ala Pro Val Asp 
145 150 155 

CTC GGC CGC GGC TTC GCG TTC GCG . GAG GTC GAG CTC TAC GGC GAC GTC 530 
Leu Gly Arg Gly Phe Ala Phe Ala Glu Val Glu Leu Tyr Gly Asp Val 
160 165 170 

GTG CTC CGC TTC GTC AGC CAC CCG GAC GGC ACG GAC GTG CCC TTC TTG 578 
Val Leu Arg Phe Val Ser His Pro Asp Gly Thr Asp Val Pro Phe Leu 
175 180 185 190 
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CCG GGG TTC GAG GGC GTA ACC AAC CCG GAC GCC GTG GAC TAC GGC CTG 626 

Pro Gly Phe Glu Gly Val Thr Asn Pro Asp Ala Val Asp Tyr Gly Leu 
195 200 205 

ACG CGG TTC -GAC CAC GTC GTC GGC AAC GTC CCG GAG CTT GCC CCC GCC 674 
Thr Arg Phe Asp His Val Val Gly Asn Val Pro Glu Leu Ala Pro Ala 
210 215 220 

GCA GCC TAC ATC GCC GGG TTC ACG GGG TTC CAC GAG TTC GCC GAG TTC 722 
Ala Ala Tyr He Ala Gly Phe Thr Gly Phe His Glu Phe Ala Glu Phe 
225 230 235 

ACG GCG GAG GAC GTG GGC ACG ACC GAG AGC GGG CTC AAC TCG GTG GTG 770 
Thr Ala Glu Asp Val Gly Thr Thr Glu Ser Gly Leu Asn Ser Val Val 
240. 245 250 

CTC GCC AAC AAC TCG GAG GGC GTG CTG CTG CCG CTC AAC GAG CCG GTG 818 
Leu Ala Asn Asn Ser Glu Gly Val Leu Leu Pro Leu Asn Glu Pro Val 
255 260 265 270 

CAC GGC ACC AAG CGC CGG AGC CAG ATA CAG ACG TTC CTG GAA CAC CAC 866 
His Gly Thr Lys Arg Arg Ser Gin He Gin Thr Phe Leu Glu His His 
275 280 285 

GGC GGC CCG GGC GTG CAG CAC ATC GCG GTG GCC AGC AGT GAC GTG CTC 914 
Gly Gly Pro Gly Val Gin His He Ala Val Ala Ser Ser Asp Val Leu 
290 295 300 

AGG ACG CTC AGG AAG-ATG CGT GCG CGC TCC GCC ATG GGC GGC TTC GAC 962 
Arg Thr Leu Arg Lys Met Arg Ala Arg Ser Ala Met Gly Gly Phe Asp 
305 310 315 

TTC CTG CCA CCC CCG CTG CCG AAG TAC TAC GAA GGC GTG CGA CGC CTT 1010 
Phe Leu Pro Pro Pro Leu Pro Lys Tyr Tyr Glu Gly Val Arg Arg Leu 
320 325 330 

GCC GGG GAT GTC CTC TCG GAG GCG CAG. ATC AAG GAA TGC CAG GAG CTG 1058 
Ala Gly Asp Val Leu Ser Glu Ala Gin He Lys Glu Cys Gin Glu Leu 
335 340 345 350 

GGT GTG CTC GTC GAT AGG GAC GAC CAA GGG GTG TTG CTC CAA ATC TTC 1106 
Gly Val Leu Val Asp Arg Asp Asp Gin Gly Val Leu Leu Gin He Phe 
355 360 365 

ACC AAG CCA GTA GGG GAC AGG CCG ACC TTG TTC CTG GAG ATG ATC CAG 1154 
Thr Lys Pro Val Gly Asp Arg Pro Thr Leu Phe Leu Glu Met He Gin 
370 375 380 

AGG ATC GGG TGC ATG. GAG AAG GAC GAG AGA GGG GAA GAG TAC CAG AAG 1202 
Arg He Gly Cys Met Glu Lys Asp Glu Arg Gly Glu Glu Tyr Gin Lys 
385 390 395 
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GGT GGC TGC GGC GGG TTC GGC AAA GGC AAC TTC TCC GAG CTG TTC AAG 1250 
Gly Gly Cys Gly Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys 
400 405 410 

TCC ATT GAA GAT TAC GAG AAG TCC CTT GAA GCC AAG CAA TCT GCT GCA 1298 
Ser lie Glu Asp Tyr Glu Lys Ser Leu Glu Ala Lys Gin Ser Ala Ala 
415 420 ,425 430 

GTT CAG GGA TCA TAGGATAGAA GCTGGTCCTT GTATCATGGT CTCATGGAGC 1350 
Val Gin Gly Ser 

435 

AAAAGAAAAC AATGTTGTTT GTAATATGCG TCGCACAATT ATATCAATGT TATAATTGGT 1410 
GAAGCTGAAG ACAGATGTAT CCTATGTATG ATGGGTGTAA TGGATGGTAG AGGGGCTCAC 1470 
ACATGAAGAA AATGTAGCGT TGACATTGTT GTACAATCTT GCTTGCAAGT AAAATAAAGA 1530 
ACAGATTTTG AGTTCTGCAA AAAAAAAAAA AAAAA 1565 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 434 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Pro Pro Thr Pro Thr Thr Pro Ala Ala Thr Gly Ala Ala Ala Ala 
1 5 10 15 

Val Thr Pro Glu His Ala Arg Pro His Arg Met Val Arg Phe Asn Pro 
20 25 30 

Arg Ser Asp Arg Phe His Thr Leu Ser Phe His His Val Glu Phe Trp 
35 40 45 

Cys Ala Asp Ala Ala Ser Ala Ala Gly Arg Phe Ala Phe Ala Leu Gly 
50 55 60 

Ala Pro Leu Ala Ala Arg Ser Asp Leu Ser Thr Gly Asn Ser Ala His 
65 70 75 80 

Ala Ser Gin Leu Leu Arg Ser Gly Ser Leu Ala Phe Leu Phe Thr Ala 
85 90 95 

Pro Tyr Ala Asn Gly Cys Asp Ala Ala Thr Ala Ser Leu Pro Ser Phe 
100 105 110 

Ser Ala Asp Ala Ala Arg Arg Phe Ser Ala Asp His Gly He Ala Val 
115 . 120 125 
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Arg Ser Val Ala Leu Arg Val Ala Asp Ala Ala Glu Ala Phe Arg Ala 
130 135 140 

Ser Arg Arg Arg Gly Ala Arg Pro Ala Phe Ala Pro Val Asp Leu Gly 
145 150 155 160 

Arg Gly Phe Ala Phe Ala Glu Val Glu Leu Tyr Gly Asp Val Val Leu 
165 170 175 

Arg Phe Val Ser His Pro Asp Gly Thr Asp Val Pro Phe Leu Pro Gly 
180 185 190 

Phe Glu Gly Val Thr Asn Pro Asp Ala Val Asp Tyr Gly Leu Thr Arg 
195 200 205 

Phe Asp His Val Val Gly Asn Val Pro Glu Leu Ala Pro Ala Ala Ala 
210 215 220 

Tyr He Ala Gly Phe Thr Gly Phe His Glu Phe Ala Glu Phe Thr Ala 
225 230 235 240 

Glu Asp Val Gly Thr Thr Glu Ser Gly Leu Asn Ser Val Val Leu Ala 
245 250 255 

Asri Asn Ser Glu Gly Val Leu Leu Pro Leu Asn Glu Pro Val His Gly 
260 265 270 

Thr Lys Arg Arg Ser Gin He Gin Thr Phe Leu Glu His His Gly Gly 
275 280 285 

Pro Gly Val Gin His He Ala Val Ala Ser Ser Asp Val Leu Arg Thr 
290 295 300 

Leu Arg Lys Met Arg Ala Arg Ser Ala Met Gly Gly Phe Asp Phe Leu 
305 4 310 315 320 

Pro Pro Pro Leu Pro Lys Tyr Tyr Glu Gly Val Arg Arg Leu Ala Gly 
325 330 335 

Asp Val Leu Ser Glu Ala Gin He Lys Glu Cys Gin Glu Leu Gly Val 
340 345 350 

Leu Val Asp Arg Asp Asp Gin Gly Val Leu Leu Gin He Phe Thr Lys 
355 360 365 

Pro Val Gly Asp Arg Pro Thr Leu Phe Leu Glu Met He Gin Arg He 
370 375 380 

Gly Cys Met Glu Lys Asp Glu Arg Gly Glu Glu Tyr Gin Lys Gly Gly 
385 390 395 400 

Cys Gly Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Ser Glu Leu Phe Lys Ser He 
405 410 415 
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Glu Asp Tyr Glu Lys Ser Leu Glu -Ala Lys Gin Ser Ala Ala Val Gin 
420 425 . 430 



Gly Ser 
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Patentanspruche 

1. DNA-Sequenz SEQ ID NO:l und damit hybridisierende DNA- 
5 Sequenzen kodierend fur eine HPPD. 

2. Expressionskassette enthaltend einen Promotor und eine 
DNA-Sequenz gemaB Anspruch 1. 

10 3. Expressionskassette nach Anspruch 2, enthaltend den CaMV35S- 
Promotor. 

4. Expressionskassette nach Anspruch 2, enthaltend den samen- 
spezifischen Phaseol in -Promotor. 

15 

5. Expressionskassette nach Anspruch 2, wobei die DNA-Sequenz 
gemaB Anspruch 1 funktionell mit einem anderen Protein so 
verkmipft ist, daB ein gemeinsames Translationsprodukt ent- 
steht. 

20 

6. Verwendung der Expressionskassette gemaB Anspruch 2 zur 
Transformation von Pflanzeri. 

7. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
25 zeichnet, daB man eine Expressionskassette gemaB Anspruch 2 

in eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze 
Oder Protoplasten von Pf lanzenzellen einbringt. 

8. Verfahren zur Transformation von Pflanzen, dadurch gekenn- . 
30 zeichnet, daB man 

1) die Expressionskassette nach Anspruch 2 in einen Agro- 
bakterienstamm transf eriert , 

2) die entstandenen rekoinbinanten Klone isoliert und 
35 3) diese zur Transformation von Pflanzen verwendet. 

' 9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Transformation mit Hilfe 
des Stammes Agrobacterium tumefaciens erfolgt. 

40 10. Verfahren zur Transformation von Pflanzen gemaB Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Transformation mit Hilfe der 
Elektroporation erfolgt. 

45 

(Zeichn.) 
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11. Verfahren zur Transformation von Pflanzen gemaB Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Transformation mit Hilfe 
der particle bombardment Methode erfolgt. 

5 12. Pflanze mit erhohtem Vitamin E-Gehalt en thai tend eine 
Expressionskassette gemaB den Anspruchen 2 bis 5. 

13. Pflanze gemaB Anspruch 12, ausgewahlt aus der Gruppe Soja, 
. Gerste, Hafer, Weizen, Raps, Mais oder Sonnenblume. 

10 

14. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Vitamin 
E-Gehalt, dadurch gekennzeichnet, daB eine DNA-Sequenz gemaB 
Anspruch 1 in Pflanzen exprimiert wird. 

15 15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,. daB die 
DNA-Sequenz in einer Tabakpflanze exprimiert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Expression in den Blattern oder den Samen der Pflanze 

20 erfolgt. 

17. Verwendung von Expressionskassetten gemaB den Anspruchen 2 
bis 5 zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Vitamin 
E-Gehalt durch Expression einer DNA-Sequenz gemaB Anspruch 1 

25 in Pflanzen. 

18. Verwendung der Expressionskassette gemaB Anspruch 2 zur 
Herstellung eines Testsystems zur Identif izierung von 
Inhibitoren der HPPD. 

30 

19. Testsystem basierend auf der Expression einer Expressions- 
kassette gemaB Anspruch 2 zur Identif izierung von Inhibitoren 
der HPPD. 

35 20. Herbizide Wirkstoffe, identif izierbar mittels eines Test- 
systems gemaB Anspruch 19. 

21. Verwendung einer Pflanze gemafi Anspruch 12 zur Herstellung 
pflanzlicher HPPD. 

40 

22. Verwendung der Expressionskassette gemaB Anspruch 2 zur 
Herstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz gegenviber 
Inhibitoren der HPPD durch verstarkte Expression einer 
DNA-Sequenz gemaB Anspruch 1. 

45 
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23. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz 
gegenuber Inhibitoren der HPPD durch verstarkte Expression 
einer DNA-Sequenz gemafl Anspruch 1. 

5 24. Pflanze mit erhohter Resistenz gegenuber Inhibitoren der HPPD 
enthaltend eine Expressionskassette gemaB den Anspruchen 
2 bis 5. 
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